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摘要 : 研究 根据 ACC 氧化 酶 基因 的 保守 序列 设计 一 对 特异 性 引物 ， 以 鸭 梨 果实 为 试 材 ， 借 助 RT-PCR 方 
法 扩 增 得 到 一 条 长 度 为 831 bp 的 鸭 梨 ACC 氧化 酶 基因 cDNA 片段 ， 该 片段 编码 276 个 氨基 酸 残 基 ， 与 其 
它 梨 品种 ACC 氧化 酶 基因 序列 同 源 性 均 在 94% 以 上 。 将 此 片段 反 向 插入 真 核 表 达 载 体 pBI121 的 CaMV 
35S 启动 子 和 NOS 终止 子 之 间 ， 构 建 了 觅 梨 ACC 氧化 酶 基因 的 反 义 表达 载体 ， 并 在 农 杆菌 LBA4404 的 介 导 
下 实现 对 胸 梨 组 培 苗 的 遗传 转化 。 经 PCR 鉴定 证 实 共 有 4 株 鸭 梨 组 培 苗 中 外 源 基 因 得 到 成 功 转化 ，Southern 
杂交 显示 在 这 4 株 转基因 网 梨 中 除 有 1 株 外 源 基因 呈 双 拷贝 外 ， 其 余 3 株 中 外 源 基 因 均 以 单 找 贝 形式 存在 。 
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Cloning of ACC Oxidase Gene from Yali Pear and 
Tranformation of Its Antisense Expression Vector 
with 和 Agrobacterium-mediated Method 
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Abstract: In this study, a partial ACC oxidase (ACO) gene-like cDNA sequence was obtained through homology- 
based cloning from Yali (Pyrus bretschneideri ev. “ Yali” ) plant. Primers were designed according to the highly con- 
served regions of published ACO gene sequences, and RT-PCR cloning was conducted by using Yali fruit cDNA. 
The obtained ACO-like cDNA fragment contains 831 base pairs which encodes 276 predicted amino acid residues, 
and shares no less than 94% nucleotide sequence identity with all published ACO genes. We further inversely inser- 
ted the ACO-like cDNA fragment into pBI121 expression vector, and transformed it into tissue cultured Yali plants 
by using Agrobacterium LBA4404. Finally, 4 independent transgenic lines harboring the anti-sense ACO-like frag- 
ment were obtained and validated by PCR analysis. Southern blotting assay revealed 3 transgenic lines containing sin- 
gle copy of the foreign gene, and 1 line with 2 insertion copies. 
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觅 梨 ( Pyrus bretschneideri ev.“ Yali”) 原 产 我 国 出 口 创汇 的 重要 果品 。 上 觅 巢 果 实 口 感 甜 脆 多 
我 国 ， 是 我 国 北方 地 区 主 栽 的 梨 品 种 之 一 ， 也 是 汁 ,不 但 营养 丰富 ， 还 具有 生津 润 燥 、 镇 咳 止 喘 
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和 润 肺 护 肝 等 药 用 价值 。 近 年 来 ， 随 着 生活 水 平 
的 不 断 提 高 ， 对 梨 果品 终年 供应 的 需求 问题 日 渐 
突出 ， 果 品 的 延 熟 保鲜 及 延长 果实 的 货架 寿命 ， 
已 经 成 为 鸭 梨 果品 生产 经 营 中 的 一 个 重大 难题 。 
我 国 科技 工作 者 围绕 着 延长 鸭 梨 贮藏 期 的 问题 进 
行 了 大 量 的 研究 工作 ， 先 后 探 明了 鸭 梨 果实 在 采 
收 、 贮 藏 和 加 工 等 过 程 中 外 界 环境 对 果实 衰老 的 
影响 〈( 朱 麟 等 , 2009; 李 家 政 等 , 2012) ， 并 基于 
此 明确 了 一 系列 果品 保鲜 措施 ， 但 这 些 举 措 并 不 
能 从 根本 上 实现 对 鸭 梨 果实 衰老 生理 的 调控 ， 因 
而 也 就 无 法 完全 解决 鸭 梨 果实 保鲜 问题 。 只 有 对 
影响 鸭 梨 果实 贮藏 特性 相关 的 基因 进行 改造 ， 培 
育 耐 贮藏 鸭 梨 新 品种 才 是 解决 鸭 梨 果品 保鲜 问题 
的 关键 。 

已 有 研究 证 实 ， 鸭 巢 是 典型 的 呼吸 越 变 型 果 
实 , 乙烯 对 其 果实 成 熟 具 有 重要 调控 作用 ( 张 
完 省 和 阁 先 嘉 ，1994) 。 降 低 梨 果实 的 内 源 乙 烯 
合成 ， 是 延长 其 果实 贮藏 、 保 鲜 期 的 根本 途径 之 
一 。 乙 烯 在 植物 体内 的 生物 合成 途径 为 : Met 
( 甲 硫 氨 酸 ) 一 SAM (S- 腺 苷 甲 硫 氮 酸 ) 一 ACC (1- 
氨基 环 丙 烷 -1- 羧 酸 ) 一 Ethylene ( 乙 焕 ) (Yang 和 
Hoffman, 1984) ， 这 一 过 程 的 最 终 步 又 乙烯 直接 
前 体 ACC 的 氧化 受到 ACC 氧化 酶 (ACO) 调控 ， 
改变 ACC 氧化 酶 在 植物 体内 的 含量 将 会 直接 影 
响 到 乙烯 的 体内 合成 (Adams 和 Yang，1979 ) 。 
基于 ACC 氧化 酶 在 乙烯 内 源 合成 中 的 重要 调控 
作用 ， 本 研究 借助 反 义 RNA 技术 抑制 鸭 梨 ACC 
氧化 酶 内 源 合 成 为 目标 ， 围 绕 着 鸭 梨 ACC 氧化 
酶 基因 开展 了 cDNA 片段 的 克隆 和 反 义 表达 载体 
构建 的 研究 ; 并 借助 农 杆菌 介 导 的 遗传 转化 技术 
成 功 实 现 了 ACC 氧化 酶 基因 片段 对 鸭 梨 组 培 苗 
的 反 义 遗 传 转化 ， 从 而 为 将 来 培育 出 耐 储 梨 新 品 
种 及 其 他 果树 耐 储 新 品种 的 培育 提供 了 优质 种 质 
资源 ， 也 为 反 义 RNA 技术 在 鸭 梨 遗传 改良 研究 
中 的 进一步 应 用 提供 了 参考 资料 。 















































1 材料 与 方法 
1.1 材料 

网 课 果 实 采 自 河 北 农业 大 学 标本 园 。 采 摘 成 熟 、 无 
病害 果实 ， 用 冰 盒 带 回 实 验 室 ，4 % 低温 保存 。 

大 肠 杆 菌 菌 株 DH5a、 克 隆 载 体 pUCm-T Vector、 
UNIQ-10 柱 式 质粒 小 量 抽 提 试剂 使 和 DNA 胶 回 收 试剂 盒 


















































为 上 海 生 工 公司 产品 ，Oligo (dT) 15、RTase M-MLV、Taq 
酶 、dNTP、 限 制 性 内 切 酶 、T4 连接 酶 、 基 因 组 提取 试 
剂 盒 以 及 DNA Marker 均 购 自 TAKARA 公司 ; 地 高 辛 标 
记 和 检测 试剂 盒 为 美国 罗氏 公司 产品 ; 其 他 常规 化 学 试 
剂 均 为 国产 分 析 纯 。 真 核 表达 载体 pBI121 和 农 杆 菌 
LBA4404 为 本 实验 室 保存 。 
1.2 引物 设计 

根据 GenBank 上 公布 的 ACC 氧化 酶 基因 保守 序列 ， 
利用 0ligo6. 0 软件 设计 一 对 PCR 扩 增 引物 : 上 游 引 物 为 
5' TTGTGAGAACTGGGGTTTCTTTGAG 3'， 下 游 引物 为 5 
TCATAGCTTCAAACCTTGGTTCTTT 3'， 引 物 由 上 海 生 工 
公司 合成 。 
1.3 RNA 提取 及 RT-PCR 

胸 梨 果实 总 RNA 提取 和 纯化 参考 改良 CTAB 法 〈 董 
祯 , 2007) 进行 。 纯 化 后 的 RNA 在 RTase M-MLV 的 作用 
下 ， 以 0ligo (dT) 15 为 引物 进行 反 转 录 合成 。 以 获得 的 
反 转 录 产 物 为 模板 ， 进 行 PCR 扩 增 ， 反 应 总 体系 为 25 
ML， 其 中 包含 模板 50 ng、10 xPCR Buffer 2.5 AL、Tad 酶 
1.5U 以 及 上 下 游 引物 各 30 ng，M 叶 浓度 为 2 0 mmol: LL， 
dNTP 浓度 为 0.25 mmol* L 1!。PCR 反应 在 德国 Biometra 
公司 生产 的 T Gradient PCR 仪 中 进行 ， 扩 增 程 序 为 ，94 %C 
预 变性 7 min，94 CC 变性 50s，52 % 退 火 1 min，72 %C 延 
伸 1 min， 共 35 个 循环 ; 72 % 完全 延伸 5 min。 
1.4 目的 片段 的 克隆 与 测序 

PCR 产物 经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 分 离 后 ， 用 DNA 胶 
回收 试剂 盒 收 集 目 的 片段 ， 并 与 pUCm-T Vector 连接 ， 
热 击 法 转化 到 大 肠 杆菌 DH5a 感受 态 细胞 中 进行 篮 白 斑 
筛选 。 挑 取 阳 性 重组 菌落 扩 繁 后 用 小 量 抽 提 试剂 盒 提取 
质粒 ， 酶 切 鉴定 后 ， 将 菌 液 送 上 海 生 工 公 司 进 行 测序 。 
1.5 了 鸭 梨 ACC 氧化 酶 基因 反 向 插入 表达 载体 及 转化 农 
杆菌 

对 经 测序 鉴定 后 ACC 氧化 酶 基因 片段 反 向 插入 在 
pUCm-T Vector 多 克隆 位 点 的 重组 质粒 以 及 真 核 表 达 载 
体 pBI121 进行 Xbal/Sacl 双 酶 切 ， 电 泳 分 离 后 分 别 回收 
目标 基因 片段 和 切除 Gus 基因 的 pBI121 线性 载体 ， 用 
T4 连接 酶 连接 过 夜 后 ， 冻 融 法 转化 农 杆菌 LBA4404， 在 
Kan/Rif 抗生素 平板 上 筛选 重组 菌落 ， 扩 繁 后 小 量 抽 提 
试剂 盒 回 收 质粒 ， 分 别 用 Xbal/Sacl 酶 切 和 PCR 鉴定 。 
PCR 引物 及 反应 条 件 同 前 所 述 。 
1.6 了 鸭 梨 的 遗传 转化 

参照 李 桂 琴 等 (2010a,b) 构建 的 鸭 梨 的 再 生体 系 
和 遗传 转化 体系 进行 鸭 梨 的 遗传 转化 。 将 预 培 养 2 d 的 
觅 梨 叶 片 愈 伤 组 织 作为 遗传 转化 的 起 始 材 料 ， 置 于 
0Dso 为 0.8 的 农 杆 菌 菌 液 中 浸渍 10 min， 用 滤纸 吸 去 多 
余 的 菌 液 ， 接 种 于 再 生 培 养 基 (NN69+BA3.0 mg:L + 
IAA0. 5 mg， L 1) 避 光 共 培 养 2d， 再 加 入 200 Mg: mL 1! 的 
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头 抱 吐 且 钠 (Cef) 抑 菌 。 然 后 将 抗 性 芽 转 人 芽 再 生 选 
择 培养 基 (NN69+BA3.0 mg .LI + IAA0.5 mg .II+ 
Cef200 mg L +Kan gmg. 工 :) 培养 ， 待 不 定 芽 长 度 为 4~ 
6 cm 时 ,切取 带 有 顶 芽 或 腋芽 的 片段 1.5~2 cm， 接种 于 
抗 性 苗 筛 选 培养 基 (MS+BA1. 0 mg:L !'+NAA0.5 mg:L! 
+Cef 200 mg'L +Kan 20 mg.L) 上 培养 ， 筛 选 卡 那 霉 
素 抗 性 鸭 梨 再 生 苗 。 
1.7 转基因 了 鸭 梨 的 PCR 鉴定 

根据 GenBank 公布 的 NPT I 基因 序列 设计 一 对 特异 
性 引物 ， 上 游 引 物 (5' CGTCTGTCGAGAAGTTTC 3') 和 
下 游 引物 (5' TACTTCTACACAGCCATC 3') ， 按 大 连 宝 
物 工程 有 限 公 司 基 因 组 提取 试剂 盒 提 供 的 方法 提取 卡 那 霉 
素 抗 性 转基因 鸭 梨 DNA， 进 行 PCR 扩 增 。 取 10 kL PCR 产 
物 ， 加 入 6xLoading Buffer 2 nL， 充 分 混 匀 后 在 1% 琼 脂 糖 
凝 胶 、5 V/cm 电压 下 ， 电 泳 20 min 后 显影 、 照 相 。 
1.8 转基因 鸭 梨 的 Southern 杂交 分 析 

根据 35S 启动 子 序列 设计 一 对 引物 ， 上 游 引 物 
(5' AGGCTTACGCAGCAGGTCTCAT 3') 和 下 游 引 物 (5 
GGAAGGGTCTTGCGAAGGAATG 5') ， 以 pBI121 质粒 为 
模板 , PCR 扩 增 制备 Southern 杂交 探 针 ， 与 EcoR I 消化 
的 转基因 鸭 梨 基因 组 进行 Southern 杂交 ， 探 针 制 备 和 
Southern 杂交 参照 美国 罗氏 公司 地 高 辛 标记 和 检测 试剂 
盒 说 明 书 ， 以 检测 转 入 的 反 义 ACC 氧化 酶 基因 片段 在 基 
因 组 中 的 拷贝 数 。 





















































2 结果 与 分 析 

2.1 上 聘 梨 ACC 氧化 酶 基因 cDNA 片段 的 克隆 和 分 析 
根据 ACC 氧化 酶 基因 的 保守 序列 设计 一 对 

特异 性 引物 ， 以 成 熟 鸭 梨 果 实 总 RNA 为 模板 进 
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图 1 RT-PCR 电泳 结果 
Fig. 1 Agarose gel electrophoresis result of RT-PCR 
M: DL2000 Marker; Lane 1: PCR produce 


行 RT-PCR 扩 增 ， 得 到 一 条 长 度 约 为 850 bp 的 
cDNA 片段 ， 如 图 1 所 示 。 将 该 片段 回收 、 纯 化 
后 与 pUCm-T Vector 连接 ， 转 化 大 肠 杆菌 DH5a 
感受 态 细 胞 ， 经 篮 白斑 筛选 后 ， 挑 取 阳 性 菌落 扩 
繁 ， 并 用 小 量 抽 提 试剂 盒 回 收 重组 质粒 ， 经 EcoR 
I 和 有 ec 工 双 酶 切 后 电泳 ， 结 果 如 图 2 所 示 。 重 
组 质粒 均 可 酶 切 出 两 条 片段 ， 除 2 800 bp 左右 的 
pUCm-T Vector 自身 片段 外 ， 还 有 一 条 850 bp 左 
右 的 插入 片段 ， 与 扩 增 片段 长 度 相符 ， 证 实 扩 
片段 已 成 功 的 插入 重组 质粒 中 。 

将 经 栈 切 鉴定 的 阳性 菌落 送 交 上 海 生 工 公司 
进行 测序 ， 测 序 结果 表明 ， 所 克隆 的 cDNA 片段 
长 度 为 831 bp， 其 最 大 读 码 框 位 于 2~ 829 bp 之 
间 ， 共 828 个 碱 基 ， 编 码 276 个 氨基 酸 残 基 (图 
3) 。 在 GenBank 上 共 检 索 到 9 个 梨 ACC 氧化 酶 
基因 cDNA 序列 ，GenBank 编号 分 别 为 EF451060 
( 幸 水 梨 ) 、D67038 (长 十 郎 梨 )、EU047708 ( 雪 
花梨 ) 、AB265797 ( 鸭 梨 ) 、X87097 〈 帕 斯 - 卡 
桑 梨 )、EU047709 (黄金 梨 )、EU047710 ( 茄 
梨 ) 、AJ504857 (和 葡 脆 梨 ) 和 AB042111 (长 十 
郎 梨 )。 借 助 DNASTAR 软件 ， 将 这 些 序列 与 已 
克隆 片段 (PY-ACO1) 进行 核酸 序列 同 源 性 比 
较 可 知 (图 4) ， 所 克隆 的 基因 片段 与 其 它 9 个 
品种 梨 ACC 氧化 酶 基因 cDNA 序列 的 同 源 性 均 
在 94% 以 上 ， 其 中 与 幸 水 梨 、 长 十 郎 梨 和 雪花 犁 
的 ACC 氧化 酶 基因 的 cds 序列 同 源 性 近似 100% 。 
这 说 明 本 研究 所 得 到 的 片段 与 前 人 获得 的 其 它 梨 
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图 2 重组 质粒 经 EcoR [和 Xba I 双 酶 切 后 电泳 图 谱 
Fig.2 Electrophoresis pattern of recombinant plasmid 
doubledigest by EcoR I and Xba I 
Lane 18&2.: Recombinant plasmid doubledigest by 
EcoR I and Xba I; M: 1 kb DNA Ladder 
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品种 ACC 氧化 酶 基因 cDNA 序列 一 致 性 很 高 ， GenBank， 登 陆 号 为 EU333282。 
因而 可 以 判定 此 片段 为 鸭 巢 的 ACC 氧化 酶 基因 ”2.2 了 鸭 梨 ACC 氧化 酶 基因 反 义 表达 载体 的 构建 





cDNA 片段 。 将 此 片段 命名 为 PY-ACO1， 并 登陆 PY-ACO1 在 克隆 到 载体 pUCm-T Vector 时 存 
1 TTGTGAGAACTGGGGTTTCTTTGAGTTGGTGAACCATGGGATATCTACTGAGCTTTTGGA 
1 CENWGOFFELVNHGISTE LALC D 
61 CACTGTGGAGAAGATGACCAAGGATCACTACAAGAAGACCATGGAGCAAAGGTTTAAGGA 
21 TVEKMTKDHYKIKTMEQ RF KE 
121 AATGGTGGCAGCCAAAGGCCTCGACGCTGTCCAGTCCGAAATCCACGACTTGGACTGGGA 
41 MV A AKG LDAVGQSE I HDL DWE 
181 AAGCACCTTCTTCTTGCGCCACCTTCCTTCCTCAAACATTTCCGAAGTCCCTGATCTCGA 
61 Ss TFFL RHL PS SNI SEV PDLE 
241 GGAAGATTACAGGAAGACCATGAAAGAATTTGCAGTGGAACTGGAGAAGCTAGCTGAGAA 
81 E DY RK TM™MKERF AVEL EK LL AEK 
301 GCTTTTGGACTTGCTGTGTGAGAATCTTGGACTCGAGAAGGGTTATCTGAAGAAGGTTTT 
101 LLDLLCENLGL EKG YL k kV FrF 
361 CTATGGATCCAAGGGTCCGAATTTTGGGACCAAGGTCAGCAACTACCCTCCATGCCCCAA 
121 Y G S Kk 6G PN F 6G T kK Vy S NY P PC P Kk 
421 GCCAGACCTGATCAAGGGACTCCGGGCCCACAGCGACGCCGGTGGCATCATCCTGCTTTT 
141 P DL I KG LRAHS DAGSG I IL LF 
481 CCAGGATGACAAGGTCAGCGGCCTCCAGCTTCTCAAGGATGGTGAATGGGTGGATGTCCC 
161 QDDKYVSGLQLLKDGEWYVD LV P 
541 CCCAATGCACCACTCCATTGTCATAAACTTAGGTGACCAGATTGAGGTGATCACCAATGG 
181 PMHHSIVINLGDQIEVITNCG 
601 GAAGTACAAGAGTGTGATGCACCGGGTGATAGCTCAGTCGGACGGGACCAGAATGTCGAT 
201 K Y Kk SVvMHRYV I AQS DG TRMS I 
661 AGCCTCGTTCTACAACCCAGGCGATGATGCCTTTATCAGCCCAGCACCGGCAGTGCTTGA 
221 AS FYN PG DDAF I SP AP AVLE 
721 GAAGAAAACTGAGGACGCCCCAACTTATCCCAAGTTTGTGTTTGATGACTACATGAAGCT 
241 K kK TED AP TYP KFYV FF DD YMKL 
781 GTATTCTGGCCTGAAATTCCAAGCCAAAGAACCAAAGTTTGAAGCTATGAA 
261 Y SG LK NF QA KEP KF EA M 

















图 3 胸 梨 ACC 氧化 酶 基因 片段 的 cDNA 序列 及 其 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig.3 The nucleotide and deduce amino acids of cDNA fragment encoding ACC oxidase from Yali fruit 
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图 4 不 同 梨 品种 ACC 氧化 酶 基因 同 源 性 分 析 


Fig.4 Sequence distances assay of ACO genes from different cultivar of pears 
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在 正 、 反 两 种 插入 方式 ， 选 择 经 测序 验证 PY- 
ACO1 反 向 插入 pUCm-T Vector 的 重组 质粒 ， 进 
行 Xba 1/Sac 工 双 酶 切 ， 电 泳 回 收 小 片段 ， 与 用 
同样 酶 切 的 pBI121 线性 载体 进行 定向 连接 ， 构 
建 鸭 梨 ACC 氧化 酶 的 反 义 表 达 载 体 。 构 建 好 的 
反 义 表达 载体 图 谱 如 图 5 所 示 。 

将 获得 的 反 义 表 达 载 体 转 化 农 杆菌 LBA4404 ， 
在 Kan/Rif 抗生素 平板 挑 取 单 菌落 进行 扩 繁 ， 回 
收 质粒 后 进行 Xba 1/Sac 工 双 酶 切 鉴 定 ， 结 果 显 
示 酶 切 出 850 bp 左右 片段 (图 6), 与 PY-ACO1 
片段 长 度 相 符 ; 进一步 以 PY-ACO1 引物 对 提取 
的 质粒 进行 PCR 鉴定 ， 扩 增 结果 同 图 1， 再 次 证 
实 鸭 梨 ACC 氧化 酶 反 义 表达 载体 构建 成 功 并 已 
导入 农 杆 菌 LBA4404 ， 该 农 杆菌 工程 菌 可 用 于 遗 
传 转化 的 研究 。 
2.3 ” 农 杆菌 介 导 的 反 义 表达 载体 对 鸭 梨 的 遗传 转化 

参照 李 桂 琴 等 (2010a,b) 构建 的 鸭 梨 的 再 
生体 系 和 遗传 转化 体系 进行 鸭 梨 的 遗传 转化 。 以 
预 培养 2 d 的 鸭 梨 叶片 愈 伤 组 织 为 起 始 材料 ， 置 
于 0Dow 为 0.8 的 农 杆 菌 工 程 菌 液 中 浸渍 10 min， 
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其 后 接种 于 再 生 培养 基 中 避 光 共 培 养 2 4d， 再 加 
入 200 pg* mL 的 头孢 咽 膨 钠 (Cef) 抑 菌 。 一 
周 后 ， 共 长 出 抗 性 芽 412 个 。 将 抗 性 芽 转 入 再 生 
选择 培养 基 培 养 ， 待 不 定 芽 长 度 长 至 4~6 cm 
时 ， 切 取 带 有 顶 芽 或 腋芽 的 片段 1.5~2 cm， 接 
种 于 抗 性 苗 筛 选 培养 基 上 培养 ， 中 间 更 换 培 养 基 
一 次 ， 最 终 共 得 到 Kan 抗 性 鸭 梨 苗 29 株 ， 占 抗 
性 芽 总 数 的 7. 03% 。 
2.4 ”转基因 觅 梨 的 PCR 鉴定 

提取 Kan 抗 性 鸭 梨 转基因 植株 总 DNA， 根 
据 GenBank 上 公布 的 NPT I 基因 序列 设计 一 对 
特异 性 引物 ， 对 鸭 梨 转基因 植株 进行 PCR 鉴定 ， 
结果 如 图 7 所 示 。 可 以 看 出 ， 以 未 转基因 网 梨 植 
株 DNA 为 模板 的 阴性 对 照 ( 泳 道 2) 没有 扩 增 
产物 ， 而 以 反 义 表达 载体 质粒 为 模板 的 阳性 对 照 
( 泳 道 1) 和 4 株 转 基因 植株 均 能 扩 增 出 800 bp 
的 目标 片段 ， 与 设计 长 度 相 符 ， 初 步 证 实 这 4 株 
觅 梨 植 株 中 反 义 ACC 氧化 酶 基因 已 经 成 功 转化 。 
而 另外 25 株 鸭 梨 未 能 扩 增 出 目标 片段 ， 表 现 为 
假 阳 性 ， 占 Kan 抗 性 植株 总 数 的 86. 21% 。 
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图 5 网 巢 ACC 氧化 酶 反 义 表达 载体 图 谱 


Fig.5 Diagram of antisense express vector of PY-ACO1 
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图 6 鸭 梨 ACC 氧化 酶 反 义 表达 载体 经 Sac I 
和 Xba 工 双 酶 切 后 电泳 图 谱 
Fig.6 Electrophoresis pattern of antisense express vector of 
PY-ACO!1 doubledigest by EcoR I and Xba I 
M: 1 kb DNA Ladder; Lane 1&2. antisense 
express vector of PY-ACO1 
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图 7 鸭 梨 转基因 植株 PCR 鉴定 结果 
( 泳 道 1 为 阳性 对 照 ; 泳 道 2 为 阴性 对 照 ; 
泳 道 3~8 为 鸭 梨 转基因 植株 ) 

Fig.7 PCR analysis of transgenic Yali plant 








(Line 1 is positive control; line 2 is negative control ; 


line 3-8 is transgenic Yali plants ) 
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2.5 转基因 了 鸭 犁 的 Southern 杂交 分 析 

将 经 PCR 鉴定 呈 阳 性 的 转基因 鸭 梨 植株 总 
DNA 用 EcoR I 酶 切 后 ,电泳 转 膜 ， 以 35S 启动 
子 片段 为 探 针 进 行 Southern 杂交 ， 对 转基因 植株 
进行 进一步 鉴定 。Southern 杂交 结果 (图 8) 表 
明 ,，4 株 经 PCR 鉴定 呈 阳 性 的 鸭 梨 转基因 植株 
( 泳 道 3~5) 均 检 测 到 了 杂交 信号 ， 外 源 基因 转 
入 植株 的 拷贝 数 除 1 株 (第 6 泳 道 ) 为 双 拷 贝 
外 ， 其 中 3 株 均 为 单 拷贝 ; 而 未 转化 对 照 植株 中 
没有 出 现任 何 杂 交 信 和 号。 从 而 再 次 证 实 鸭 梨 
ACC 氧化 酶 反 义 基 因 已 经 成 功 转 化 到 了 这 4 棵 
植株 中 。 
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图 8 转基因 鸭 梨 植株 的 Southern 杂交 分 析 结 果 
(M 为 地 高 辛 标记 的 DNA marker; 1 为 阳性 对 照 ; 2 为 未 转 
基因 胸 巢 植株 ; 3~6 为 转基因 鸭 梨 植株 ) 


Fig.8 Southern blot analysis of transgenic Yali plants 











(M: Dig labeled DNA marker; line 1 is positive control; line 2 


is negative control; line 3~6 is transgenic Yali plants) 


3 讨论 

网 巢 为 多 年 生 木 本 果树 ， 因 其 具有 童 期 长 、 
基因 高 度 杂 合 的 特性 ， 使 得 借助 传统 育种 方法 育 
种 困难 重重 ， 而 反 义 RNA 技术 凭借 其 专 一 性 高 、 
育种 周期 短 的 优势 给 梨 育 种 带 来 了 一 条 新 的 途 
径 。 借 助 反 义 RNA 技术 ,将 ACC 氧化 酶 基因 片 
段 反 向 连接 在 一 启动 子 上 并 转化 梨 植 株 ， 必 将 会 
极 大 的 加 快 耐 储 梨 新 品种 的 培育 步伐 。 对 于 反 义 
RNA 技术 而 言 ， 构 建 到 反 义 表达 载体 中 的 基因 
片段 正确 与 否 关乎 整个 实验 的 成 败 。 本 研究 根据 
ACC 氧化 酶 基因 保守 序列 设计 引物 ， 借助 RT- 
PCR 方法 所 克隆 的 eDNA 片段 经 序列 分 析 显示 出 
与 其 它 梨 品种 来 源 ACC 氧化 酶 基因 序列 的 高 度 





同 源 性 ， 这 充分 证 实 该 片段 为 鸭 梨 ACC 氧化 酶 
基因 组 成 部 分 ， 以 此 片段 制备 的 反 义 表 达 载 体 可 
特异 性 抑制 鸭 梨 内 源 ACC 氧化 酶 基因 的 表达 。 
同时 ， 也 正 是 基于 该 片段 与 其 他 梨 品 种 ACC 氧 
化 酶 基因 序列 的 高 度 同 源 ， 本 研究 所 构建 的 反 义 
表达 载体 也 可 以 应 用 到 其 它 梨 品种 的 转基因 研究 
中 ， 而 不 受到 品种 区 别 的 限制 ， 这 会 给 今后 开展 
其 它 梨 品种 应 用 反 义 RNA 技术 延长 果实 贮藏 期 
带 来 很 大 的 方便 。 

李 桂 众 等 (2010a,b) 构建 了 鸭 梨 的 再 生体 
系 和 遗传 转化 体系 ， 本 研究 对 鸭 梨 的 遗传 转化 是 
在 其 再 生体 系 的 基础 上 进行 的 ， 但 考虑 到 所 应 用 
的 农 杆菌 类 型 不 同 、 抑 苗 素 类 型 不 同 〈 其 农 杆 
菌 为 EHA105， 抑 菌 素 为 羧 茜 青霉素) ， 我 们 对 
影响 鸭 梨 遗传 转化 的 因素 进行 了 再 次 分 析 (未 
发 表 ) 。 结 果 发 现 ， 除 农 杆 菌 工程 菌 液 浓度 、 侵 
染 时 间 不 同 外 ， 其 它 遗 传 转化 条 件 均 一 致 。 可 
见 ， 与 植物 基因 型 相 比 ， 农 杆菌 类 型 对 遗传 转化 
体系 的 影响 较 小 ， 仅 局 限于 侵 染 条 件 有 所 区 别 。 
但 是 对 于 同一 物种 应 用 不 同 的 农 杆菌 进行 遗传 转 
化 时 ， 还 是 应 根据 农 杆菌 的 类 型 对 已 有 的 遗传 转 
化 体系 进行 适当 调整 ， 方 能 有 效 的 实现 外 源 基因 
的 转化 。 

一 般 说 来 ， 对 于 转基因 植物 的 鉴定 ， 最 直 
接 、 简 单 的 方式 莫 过 于 分 子 水 平 的 检测 。PCR 
扩 增 、Southern 杂交 和 Northern 杂交 是 常用 的 分 
子 水 平 检测 方法 。 在 本 研究 中 由 于 向 鸭 梨 植株 中 
转化 的 是 反 义 ACC 氧化 酶 基因 片段 ， 受 基因 组 
自身 含有 ACC 氧化 酶 基因 的 影响 ， 我 们 如 果 直 
接 针 对 转 人 的 反 义 片 段 进行 鉴定 ， 将 有 可 能 做 出 
错误 的 推 新 。 因 此 ，PCR 扩 增 、Southern 分 析 都 
是 围绕 着 与 反 义 片段 同时 转 入 的 NPT 卫 基因 和 
35S 启动 子 进行 的 。 尽 管 从 分 子 水 平 上 讲 这 种 验 
证 是 间接 的 ， 但 在 反 义 表达 载体 构建 时 ，NPTI 
基因 、35S 启动 和子 和 目的 基因 是 连接 在 一 起 的 ， 
因而 我 们 有 理由 相信 目的 基因 也 一 并 搬 和 人 到 了 受 
体 基因 组 中 ， 这 在 其 它 反 义 遗传 转化 中 也 己 得 到 
证 实 ( 叶 志 彪 , 2000) 。 

在 转基因 的 研究 中 ， 抗 生 素 筛选 呈 阳 性 ， 而 
经 分 子 水 平 检测 呈 假 阳性 的 现象 第 有 发 生 (Ur- 
ban 等 ,1994; Mitiouchkina 和 Dolgov, 2000)。 在 
本 研究 中 ， 共 得 到 29 个 卡 那 考 素 抗 性 苗 ， 但 经 
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PCR 检测 确定 为 转化 株 的 抗 性 苗 仅 有 4 株 ，PCR 
阳性 率 为 13.79%。 导 致 假 阳 性 率 偏 高 的 原因 ， 
可 能 由 于 我 们 仅 对 抗 性 苗 进行 了 两 代 筛 选 ， 且 卡 
那 考 素 浓度 较 低 ， 和 筛选 压 不 够 造成 的 ; 或 者 有 可 
能 在 假 阳性 苗 上 存在 有 残留 农 杆 菌 ， 降 低 了 其 周 
砷 培养 基 中 的 卡 那 才 素 浓度 ， 从 而 让 其 逃避 了 选 
泽 压 力 而 继续 生长 。 过 多 假 阳 性 苗 给 我 们 的 鉴定 
工作 带 来 了 诸多 不 便 ， 因 此 我 们 建议 在 鸭 梨 的 遗 
传 转化 研究 中 可 适当 加 大 卡 那 霉 素 的 筛选 浓度 并 
增加 筛选 代数 ， 同 时 也 要 注意 残留 农 杆菌 的 清除 
工作 ， 以 最 大 程度 的 抑制 假 阳 性 的 发 生 ， 节 和 省 科 
研 工作 量 。 

大 量 研究 证 实 ACC 氧化 酶 在 植物 体内 存在 
同 工 酶 ， 其 编码 基因 构成 多 基因 家 族 (Kim 和 
Yang，1994; Kahana 等 ，1999) ， 基 因 家 族 成 员 
间 具 有 不 同 的 功能 和 时 空 表达 模式 ， 分 别 负责 系 
统 1 型 和 系统 2 型 乙烯 的 内 源 合成 (McMurchie 
等 , 1972; Yang 和 Hofftman, 1984)。 梨 上 是 否 存 
在 ACC 氧化 酶 基因 家 族 目前 虽然 并 不 清楚 ， 但 
在 本 研究 中 所 用 反 义 转化 的 鸭 梨 ACC 氧化 酶 基 
因 片 段 克 隆 自 鸭 梨 果实 ， 并 仅 在 鸭 梨 花 和 果实 中 
表达 (结果 将 于 近期 发 表 ) ， 所 以 我 们 推测 该 
ACC 氧化 酶 基因 主要 负责 鸭 梨 生殖 器 官 中 系统 2 
型 乙烯 的 合成 ， 而 营养 器 官 中 低速 率 基 础 乙烯 的 
生成 ， 即 系统 1 型 乙烯 的 生物 合成 由 其 它 ACC 
氧化 酶 基因 家 族 成 员 调控 。 也 正 是 由 于 该 鸭 梨 
ACC 氧化 酶 基因 在 营养 器 官 中 不 表达 ， 受 材料 
的 限制 ， 我 们 未 对 转基因 鸭 梨 中 反 义 RNA 的 抑 
制 效果 做 Northern 杂交 等 基因 表达 水 平 检测 ， 相 
关 的 鉴定 只 能 等 待 转基因 网 梨 日 后 开花 、 结 果 后 
方 能 进行 。 
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